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samenvatting: 
In Duitsland wordt geïmporteerd varkensvl ees, dat van zeugen en 
borgen afkomstig moet zijn, onderzocht op de mogelijke aanwezigheid 
van berevlees, dat in sommige gevallen tot beregeur aanleiding 
geeft. 
Bij de sinds 1987 uitgevoerde steekproeven wordt het gehalte aan 
androstenon, een voornamelijk bij (niet gecastreerde) mannelijke 
dieren (beren) geproduceerd steroidhormoon, in vet gemeten . Indien 
dit gehalte hoger is dan 0 . 3 Mg/g acht men bewezen dat het bemon-
sterde dier inderdaad een beer was, terwijl bij vrouwelijke 
(zeugen) en bij gecastreerde mannelijke dieren (borgen) waarden 
lager dan 0.1 Mg/g worden gemeten . 
Inventariserend onderzoek binnen het RIKILT heeft uitgewezen dat de 
in Duitsland gehanteerde beslisgrens ook voor Nederlandse mestvar-
kens toepasbaar is. 
De in Duitsland toegepaste methode is een immunechemische methode; 
enigszins vergelijkbaar met de tot voor kort in Nederland uitge-
voerde radioimmunechemische DES bepaling (RIA-DES). Als 
screeningsmethode is deze techniek geschikt voor een snelle analyse 
van een groot monsteraanbod, maar de specificiteit is afhankelijk 
van het gebruikte antiserum en de monstervoorbewerking, zodat de 
mogelijkheid bestaat dat andere in het vet aanwezige verbindingen 
het resultaat van de meting kunnen beinvloeden. Bij de tot nu toe 
in Duitsland door Prof. Claus , Universiteit Hohenheim, Stuttgart, 
verrichte metingen zijn hiervoor echter nooit aanwijzingen gevon-
den . 
De door het RIKILT ontwikkelde methode berust op gaschromatografie-
massaspectrometrie (GCMS), waardoor de specificiteit veel hoger is 
en deze methode als bevestigingsmethode kan worden toegepast. 
Uit onderzoek van wederzijds ter beschikking gestelde monsters var-
kensspek en het onderzoek van een serie monsters in het kader van 
een ringonderzoek, bleek dat de resultaten, het herkennen van be-
ren, bij beide methoden overeenkwamen. De gemeten andrestenengehal-
ten verschillen daarbij wel in absolute zin. 
In tegenstelling tot bovengenoemde monsters bleken bij herkeuring 
door het RIKILT van in Duitsland " positief" bevonden monsters, deze 
monsters, ook na herhaald onderzoek, geen anctrostenon te bevatten. 
Helaas werden bij de monstername in Duitsland geen verzegelde en 
goed gedocumenteerde contra-monsters genomen . 
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Door het RIKILT is in samenwerking met Prof. Claus nader onderzoek 
uitgevoerd aan een aantal herkeuringsmonsters, met als doel even-
tuele in de monsters aanwezige , bij de immunechemische methode tot 
vals positieve resultaten leidende, kruisreagerende verbindingen 
op te sporen. Uit dit onderzoek zijn echter geen concrete bewijzen 
verkregen. 
Bij een werkbezoek aan Duitsland is de immunechemische methode na-
der bekeken. Ondanks afspraken kon op vanuit Nederland meegebrachte 
deelmonsters van bovengenoemde herkeuringsmonsters tijde ns dit 
bezoek geen heronderzoek worden uitgevoerd. 
Mede daardoor is de oorzaak van de geconstateerde tegengestelde 
bevindingen bij de herkeuringsmonsters tot nu toe nog niet opgehe l-
derd, zodat nader onderzoek naar de Duitse analyseme thode en de 
monsterlogistiek noodzakelijk is. 
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1. Inleiding. 
Vanwege het mogelijk voorkomen van beregeur, een onplezierige geur 
welke kan ontstaan als het vlees bij de bereiding wordt verhit, is 
het binnen de EEG niet toegestaan om vers vlees van beren te expor-
teren naar lid-staten en is in d e Bondsrepubliek Duitsland de han-
del van vers vlees van beren, met een karkasgewicht van meer dan 40 
kg verboden (1). Bij borgen en zeugen treedt het ontstaan van bere-
geur zelden op. Welke processen voor de vorming van deze geur ver-
antwoordelijk zijn is niet precies beke nd. He t is vrijwel zeker dat 
een complex van compone nten de ongewenste geur veroorzaak t . Aange-
toond is dat stoffen als anctrostenon (Sa- androst-1 6-en-3-one), an-
drostenol (5a-androst-16-en-3a- of 3B-ol) en skato l ( 3-methyl-in-
dole) correleren met het voorkomen van deze geur (2,3,4). 
Sinds vorig jaar wordt er bij de import van vers varkensvlees in 
Duitsland gecontroleerd op de mogelijke aanwezigheid van berevlees. 
Dit onderzoek werd tot oktober van dit j aar uitgevoerd in h et Insti-
tut für Tierhaltung und Tierzüchtung van de Universiteit Hohenheim 
in Stuttgart, onde r v e rantwoorde lijkheid van Prof. R . Claus e n 
nadien bij het Ministerium f ür Landlichen Raum, Landwirtschaft und 
Forsten (Abteilung Veterinärwesen, Markt und Ernährung, Kernerplatz 
10, Stuttgart) onder verantwoordelijkheid van dr. Hartig. Als para-
meter wordt het geha lte aan androstenon, een door de testes e n bij-
nier g esynthet i seerd s t eroidhormoon, bepaald in het vet, met behulp 
van een immuneche mische technie k (ELISA). I ndien in h e t vet meer 
d a n 0,3 ~gjg (ppm) anctrostenon wordt aangetoond, acht de Duitse 
overheid bewezen dat h et monster van een beer afkomst ig is . Sinds d e 
invoe ring van deze controle i s door de Duitse keuring bij een aantal 
partij e n varke nsvlees van Ne d e rlandse bedrijven d e aanwezigheid van 
berevlees aange toond. Hieronde r bevonden zich ook bedrijven, waar 
volgens controlerende a mbte naren van de Rijksdienst voor de keuring 
van Vee en Vlees (RVV) geen beren worde n geslacht . 
Naar aanleiding van de invoer ing van deze controle werd op het 
RIKILT een methode voor h et bepalen van anctrostenon ontwikkeld . 
Deze methode i s gebaseerd op een geheel ander princ i pe na me li jk 
gaschromatografie gecombineerd met massaspectrametrische detectie 
(GCMS) . 
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Bij herkeuringsonderzoek ZlJn verschillen aangetoond tussen de 
resultaten verkregen met beide methoden . Zo bleek onder andere dat 
bij de herkeuring van in Duitsland positief bevonden monsters (ge -
halte groter dan 0,3 ~gjg) de op het RIKILT bepaalde anctrostenenge-
halten in het vet lager waren dan de bepalingsgrens (0,05 ~gjg). 
In dit rapport worden de immunechemische methode en de GCMS methode 
besproken. Hiernaast wordt een overzicht gegeven van het onderzoek 
dat verricht is aan keuring- en herkeuringsmonsters, rondzendmon-
sters en monsters van beren, borgen, zeugen, binnenberen (cryp-
torchiden) en tweeslachtigen (hermafrodieten), waarin het anctros-
tenengehalte is bepaald t.b.v. de verificatie van d e in Duitsland 
gehanteerde beslisgrens van 0 . 3 ~g/g vet . Tevens wordt naar aanlei-
ding van tegenstrijdige uitslagen van het herkeuringsonderzoek het 
door het RIKILT uitgevoerd vervolgonderzoek beschreven, evenals de 
resultaten van een aan Duitsland gebracht werkbezoek . 
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2. Analysemethoden 
2. 1 Irnrnunochemische methode: 11Microti tre plate enzyme-irnrnuno-
assay11 (MTE) . 
Deze methode is door Prof. R. Claus en medewerkers (Institut für 
Tierhaltung und Tierzüchtung, Universiteit Hohenheim, Stuttgart, 
BRD) ontwikkeld als alternatief voor een radioimmunoassay en recen-
telijk gepubliceerd (1). 
2.1.1Principe van de methode. 
Na het smelten van het vet in een magnetronoven, wordt een klein 
deel van het gesmolten vet (10 Ml) opgelost in hexaan, waarna het 
anctrostenon geextraheerd wordt met 90% methanol. De methanolfase 
wordt vervolgens drooggedampt en het residu wordt opgelost in een 
buffer. Ten behoeve van de kwantificering wordt naast de monster-
serie een standaardreeks van anctrostenon toegevoegd aan vet van een 
zeug, waarna dezelfde procedure wordt toegepast als bij de mon-
sters. 
Een deel van de opgewerkte extracten van de monsters en standaarden 
wordt in de 11wells 11 van de microtiterplaat gebracht. Deze microti-
terplaat (met 96 "wells") is gecoat met een polyclonaal antiserum, 
dat is verkregen door immunisatie van een konijn met androstenon-
3CMO, gekoppeld aan runderserumalbumine (BSA) (figuur 1). Vervol-
gens wordt na toevoeging van een steeds constante hoeveelheid en-
zym-gelabeld anctrostenon (androstenon-HRP (Horse-radish peroxida-
se)) gedurende 75 minuten geincubeerd bij 37"C. Tijdens de incuba-
tie vindt er een competitie plaats tussen de androstenonmoleculen 
uit het monster en de enzym-gelabelde androstenonmoleculen om een 
beperkt aantal bindingsplaatsen van aan de plaat geïmmobiliseerde 
antilichamen. Na deze reactiestap wordt de resterende hoeveelheid 
niet gebonden enzym-gelabeld anctrostenon verwijderd d .m.v. een 
aantal wasstappen. Vervolgens wordt aan de "wells" met de gebonden 
enzymen een substraatoplossing toegevoegd, waarna gedurende 40 
minuten wordt geincubeerd bij kamertemperatuur. Tijdens de incuba-
tie vindt een kleurreactie plaats tussen het enzym en het 
substraat. Na de incubatie wordt de reactie gestopt door toevoegen 
van zwavelzuur en wordt de kleurintensiteit bepaald door het meten 
van de absorbtie bij 450 nm. Bij een hoge kleurintensiteit is veel 
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enzym-gelabeld anctrostenon aan de antilichamen gebonden en is dus 
een lage concentratie anctrostenon in het monster aanwezig . 
Voor de immunechemische methode wordt een detectiegrens van 0.1 
~gjg vet opgegeven en de nauwkeurigheid is voldoende (variatiecoëf-
ficient 9-16% ("intra-assay") en 11-22% ( 11 inter-assay 11 )) (1). 
2.1.2Voor- en nadelen van de immunochemische methode. 
Een voordeel is dat de methode snel en relatief eenvoudig uit te 
voeren is. Hierdoor is één analist in staat om 64 monsters per dag 
te verwerken. Voor de uitvoering is geen dure apparatuur noodzake-
lijk en de totale analyseprijs is relatief laag. 
Een nadeel is dat de specificiteit van de methode afhankelijk is van 
de eigenschappen van het gebruikte antiserum. Het gebruikte antise-
rum is in een konijn opgewekt door immunisatie met androstenon-JCMO 
gekoppeld aan BSA (figuur 1). 
Het hiermee verkregen antiserum is specifiek voor steroiden welke 
een struktuur bezitten die overeenkomt met de C en D ring van an-
drostenon (16-onverzadigde steroiden). 
Het antiserum is getest op kruisreactiviteit met een aantal in aan-
merking komende, i.c. van nature voorkomende steroiden. Voor stof-
fen als 17B-testosteron, 17B-oestradiol, andresteendien en 5,16-
androstadieen-JB-ol vertoonde het antiserum geen kruisreactiviteit. 
Wel werd kruisreactiviteit gevonden met 5a-androst-16-en-3a-ol 
(8%), 5a-androst-16-en-3B-ol (12%) en 4,16-androstadieen-3-one 
(80%) (1). 
Volgens Claus is de kruisreactiviteit van het antiserum voor 16-on-
verzadigde steroiden geen belemmering voor de metingen van anctros-
tenon in het vet, omdat 4,16-androstadieen-3-on voornamelijk voor-
komt in de testes en de beide androstenolen alleen in zeer l age 
concentraties in het vet voorkomen (5). 
Volgens Brennan (6) komen in het vet van zeugen geen anctrostenon e n 
anctrostenol voor, maar wel in het vet van beren. Bij onderzoek van 
49 monsters berevet, met behulp van een gaschromatografische metho-
de, werden androstenolconcentraties gevonden die de helft bedroegen 
van de concentraties aan androstenon . De hoogste concentratie aan 
anctrostenol bedroeg zelfs 1,8 ~gjg vet. 
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Figuur 1: strukturen van: androstenon, de interne standaard (an-
drostanon), de androstenolen en het antigeen (androstenon-3-CMO-BSA 
(Bovine Serum Albumin)). 
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2.2 Gaschromatografie met massaspectrometrische detectie (GCMS). 
Bij de ontwikkeling van deze methode is aanvankelijk uitgegaan van 
de methode zoals gepubliceerd door De Brabander (RU Gent, 7) waar-
bij gaschromatografie in combinatie met "electron capture detec-
tion" (ECD) wordt toegepast. Deze methode bleek als zodanig niet te 
voldoen en werd verregaand gemodificeerd. 
De hieruit ontstane methode is beschikbaar als RIKILT Standaard 
Voorschrift (RSV) nr. A530 (bijlage I). 
2.2.1Principe van de methode. 
Het vet en het daarin aanwezige anctrostenon wordt uit een gemalen 
spekmonster geextraheerd met ethylacetaat. De ethylacetaat wordt 
ingedampt en van het verkregen geextraheerde vet wordt 1 g afgewo-
gen. Hieraan wordt een interne standaard, androstanon, dat in 
structuur sterk overeenkomt met anctrostenon (figuur 1) , toegevoegd. 
Vervolgens wordt het vet in een mengsel van cyclohexaan en e thyl-
acetaat opgelost. Om het anctrostenon en de interne standaard te 
scheiden van het vet wordt gebruik gemaakt van gelpermeatiechro-
matografie, een techniek waarbij componenten worden g escheiden op 
basis van molecuulgrootte. De fractie welke het anctrostenon beva t 
wordt drooggedampt en het residu wordt behandeld met metoxyamine 
hydrachloride (Mox-HCl), een reagens waarmee ketengroepen (zoa ls 
aanwezig in anctrostenon en androstanon, figuur 1) worden omgezet 
tot minder polaire, meer vluchtige methoxim-derivate n. He t gederi-
vatiseerde anctrostenon en andrestanon worden gescheiden van d e ove-
rige in het extract aanwezige componenten met behulp va n capillaire 
gaschromatografie. Na de scheiding worden de verbindingen gedetec-
teerd met behulp van een massaspectrometer, waarbij alleen gekeken 
wordt naar de volgende ionen (massafragmenten) : 
androstenon: 301; 286; 270 en 254 
androstanon: 303; 288; 272 en 256 
Naast de aanwezigheid van deze vier ionen op de juiste, voor de ver-
schillende componenten specifieke, retentietijd (verblijftijd in de 
gaschromatograaf) , wordt eveneens gekeken naar de verhouding van de 
intensiteit waarmee deze ionen voorkomen (figuur 2). Als aan alle 
genoemde criteria wordt voldaa n is de aanwezigheid van anct ros tenon 
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bewezen (8). 
Dit maakt het mogelijk om anctrostenon met zeer grote zekerheid e n 
éénduidigheid aan te kunne n tonen. Het gehalte aan anctrostenon i n 
het vet wordt gekwantificeerd aan de hand v a n een standaardenreeks 
van androstenon. Door t evens gebruik te make n v a n de interne stan-
daard en vetmonsters met toevoeging van een bekende hoeveelheid an-
drostenon, wordt een grote mate van nauwkeurigheid verkregen bij de 
be paling v a n het andrestenengehalte (variatiecoefficient 5- 10% 
( 11 intra- assay11 ) en 10- 15% ( 11 inter-assay 11 )) • De detectiegrens van de 
GCMS methode is 0.05 ~g/g vet (met in achtname van alle criteria) . 
Een grove indicatie van het gehalte kan worde n gegeven tot ca. 0.01 
~gjg vet , zonder rekening te houden met de ion-intensi-
teitscriteria. 
2.2.2Voor- en nadelen van de methode. 
Een belangrijk voordee l van deze me thode is dat bij gevonden aanwe-
zigheid van a ndrestenen de betrouwbaarheid van de vaststelling van 
de identiteit zeer groot is. Door gebruik te maken van een interne 
standaard (androsta non) wordt een grote mate van nauwkeurigheid 
verkregen bij de bepaling van het a ndrosteno ngehalte. 
Een nadeel van deze methode is de bewerkelij kheid , waardoor één 
analist slechts in staat i s om 40 monsters te verwerken in een 
tijdsbestek van ca. 3 dagen. Daarnaast is voor het toepassen van de 
methode kostba re appar a tuur noodzake lijk. Mede hierdoor bedraagt de 
prijs p e r a na lyse ca . f400 , =. 
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Figuur 2: A. Gaschromatogram van een standaardoplossing van anctros-
tenon (overeenkomend met 0,2 ~g/g). Bij de scheiding van het an-
drostenon- en het androstanonderivaat worden per c omponent twee 
pieken waargenomen welke vermoedelijk afkomstig zijn van de syn- en 
antivorm van het derivaat . Á + ~ = androstenon , l + ~ = andres tano n 
(interne standaard) en 2 = HCB (standaard toegevoegd ter controle 
van de injectie). B. Massaspectrum van anctrostenon (1e piek) . Voor 
de identificatie wordt gekeken naar de verhouden van de volgende 
massa ' s: 301, 286, 270 en 254. 
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3. Andrestenengehalten in varkensspek. 
3.1 Andrestenengehalten gemeten door Claus (inm\unochernische me-
thode) • 
Met de immunechemische methode zijn niervetmonsters onderzocht van 
25 zeugen en 25 borgen (met een slachtgewicht van 100-105 kg) . De 
andrestenenconcentraties in deze monsters lagen beneden de detec-
tiegrens van de methode (<0,1 ~gjg vet) (1). 
De gehalten aan anctrostenon gevonden in rugvet van 18 beren (met een 
leeftijd van 159 ± 4 dagen) worden weergegeven in figuur Ja. Het ge-
middelde gehalte aan anctrostenon in het vet van deze beren werd 
berekend op 0,43 ~g/g vet ( 0,1 tot 1,4 ~g/g). 
De gehalten gemeten in 37 monsters afkomstig van binnenberen worden 
weergegeven in figuur 3b. Het gemiddelde gehalte in deze monsters 
werd berekend op 0,60 ~gjg vet (0,1 tot 2,9 ~g.g). 
Figuur 3: Frequentieverdelingen v an de concentraties aan anctros-
tenon in vetweefsel van: A. 18 bere n en B. 37 binnenberen, zoa l s 
bepaald door Claus (1). 
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3.2 Andrestenengehalten gemeten met de RIKILT- methode (GCMS). 
De gemiddelde en uiterste gehalten aan androstenon . gemeten in var-
kensspekmonsters, verkregen van twee Nederlandse bedrijven, worden 
weergegeven in tabel 1. De frequentieverdelingen van de gehalten 
aan anctrostenon in deze monsters worden weergegeven in figuur 4. 
In vetmonsters van zeugen en borgen lagen de gemeten gehalten onder 
de detectiegrens van 0. 05 J..Lg/g. Wel werd in het merendeel van de van 
zeugen afkomstige monsters aanwijzingen voor de aanwezigheid van 
zeer minieme andrestenenconcentraties van ca. 0.01 tot 0.02 J..Lg/ g 
verkregen. 
Naast het onderzoek van verse monsters is ook onderzoek verricht 
aan opzettelijk bedorven monsters i.v.m. te verwachten bederf tij-
dens transporten. Het bleek dat de staat van bederf (ca. 2 dagen) 
geen invloed had op het gemeten androstenongehalte . 
Tabel 1: Andrestenengehalten in spekmonsters van beren, borgen, 
zeugen, binnenberen en tweeslachtigen bepaald met de RI KILT methode 
(GCMS) • 
------------------------------------------------------------
Dier leeftijd aantal gehalte aan anctrostenon 
in vet (J..Lg/g) 
laagste 
\-/aarde 
hoogste 
waarde 
gemiddelde v.c. 
\•/aarde ( %) 
------------------------------------------------------------
zeug ca.4 mnd 20 <0,05 <0,05 <0,05 
borg ca.4 mnd 20 <0 ,05 <0,05 <0,05 
binnenbeer ca.4 mnd 22 <0,05 4,87 1,14 89 
twee-
slachtig ca.4 mnd 18 0,11 1,26 0,56 63 
beren ca.4 mnd 22 0,06 1,56 0, 36 90 
beren > 2 jaar 10 0,53 5,09 1,97 71 
------------------------------------------------------------
Toelichting: " <": lager dan de bepalingsgrens 
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Figuur 4 : Frequentieverdelingen van de geha lte n aa n a nctrostenon in 
spekmonsters zoals bepaald met de RIKILT- methode (GCMS ) . 
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3.3 In de literatuur beschreven gehalten aan a ndrostenon. 
Voor de volledigheid wordt in tabel 2 een overzicht gegeven van de 
in de literatuur beschreven andrestenengehalten bij varkens. 
In de praktijk is gebleken dat opgegeven gehalten van lichaamseigen 
steroiden in veel gevallen sterk worden heinvloed door de toegepas-
te bepalingsmethode . Hiernaast kan het gehalte op verschillende 
manieren worden opgegeven, bijvoorbeeld berekend op spek- of op 
vetbasis. Aa ngezie n het vetgehalte in spekweefsel varieert tussen 
ca 50% en 85% (ervaringen RIKILT), kunnen hierdoor grote verschil-
len in de uiteindelijke waarden ontstaan, zodat directe vergelij-
kingen van de getallen niet in al le gevallen mogelijk zi jn . 
Tabel 2. Andrestenengehalten in vetweefsel van varkens van ver-
schillende oorsprong, zoals beschreven in de literatuur. 
Dier 
zeug 
borg 
beer 
zeug 
borg 
beer 
beer 
zeug 
borg 
beer 
beer 
beer 
beer 
binnen-
beer 
zeug 
borg 
beer 
l eeftijd/ aantal 
gewicht moDsters 
175-238 dgn 
175-238 dgn 
175-229 dgn 
? 
? 
300-360 dgn 
240-270 dgn 
? 
? 
86 + 12 kg 
170 ± 42 kg 
? 
110 kg 
? 
85 + 10 kg 
85 + 10 kg 
<65->100 kg 
3 
3 
3 
2 
6 
22 
64 
39 
16 
40 
42 
49 
143 
17 
720 
720 
2941 
gehalte 
JLg/g 
n.d. 
n.d. 
1,03-7,5 
0,02-0,04 
0,02-0,06 
0,08-2,45 
0,13-8,2 
0 , 08-1,4 
0,36-5,9 
0,06-3 ,4 
0,01-4,8 
0,08-7,0 
<0 ,1 -0,5 
<0,1 -1,0 
<0,1 ->1 , 0 
gemiddeld 
gehalte 
JLg/g 
3 , 4 
0,03 
0,03 
0,85 
2,03 
0,04 
0,11 
0,6 
2 , 2 
0 , 76 
1, 26 
1,56 
<0 ,1 
<0 ,1 
Toelichting: " <": lager dan de bepalingsgrens 
s . d . methode 
JLg/g 
0,59 
0,13 
0,22 
0,4 
1, 5 
0,94 
GC 
GC 
GC 
GC 
GC 
GC 
RIA 
GC 
GC 
GC 
GC 
GC 
RIA 
GCMS 
ELISA 
ELISA 
ELISA 
ref. 
9 
9 
9 
1 0 
10 
10 
11 
7 
7 
7 
7 
6 
12 
13 
14 
14 
14 
" >": buiten (groter dan) het meetbereik van de methode 
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3.4 conclusies 
Uit de gegeven andrestenenconcentraties kunnen de volgende, door 
het toch geringe aantal onderzochte monsters, voorlopige conclu-
sies, die gelden voor mestvarkens in de gewichtscategorie 85-95 kg 
(gebruikelijk Nederlands slachtgewicht) en ca 100-110 kg (gemiddeld 
Duits slachtgewicht), worden getrokken. 
Zeugen en borgen: andrestenengehalten minder dan 0,05 tot 0,1 ~g/g 
vet. 
Beren: in het algemeen andrestenengehalten groter dan 0,05 tot 0,1 
~gjg vet; in een (beperkt) aantal gevallen gehalten minder dan 0,05 
tot 0,1 ~gjg vet. 
Binnenberen en tweeslachtigen: in het algemeen andrestenengehalten 
groter dan 0,05 tot 0,1 ~g/g vet; er is een trend naar iets hogere 
gehalten bij binnenberen. 
Beren ouder dan 2 jaar: andrestenengehalten groter dan 0 , 05 tot 0,1 
~g/g vet. 
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4. Keuringsmonsters. 
Op verzoek van de RVV en de Veterinaire Dienst (VD) werden in de pe-
riode van januari tot mei van dit jaar 111 monsters varkensspek on-
derzocht op het gehalte aan anctrostenon met de RIKILT-methode . Dit 
onderzoek werd uitgevoerd naar aanleiding van de eerder in 
Duitsland aangetoonde aanwezigheid van berevlees in partijen var-
kensvlees van een aantal Nederlandse exporteurs. 
De monsters werden door de RVV steekproefsgewijs genomen uit par-
tijen bestemd voor de export naar Duitsland bij de volgende be-
drijven: 
- TSC Hengelo, 
- Slachthuis Den Bosch, 
- Janssen Apeldoorn, 
- Gosschalk Epe, 
- NVC Almelo. 
In slechts twee monsters, genomen bij TSC Hengelo (dd 10-03-'88), 
werd een gehalte gevonden boven de bepalingsgrens (0,13 en 0,26 
~gjg spek) . In de overige monsters werd geen anctrostenon aangetoond 
(gehalte lager dan 0,05 ~gjg spek). 
Vanwege het geringe aantal positieve monsters werd in overleg met 
de VD en RVV het keuringsonderzoek in mei gestopt en werd afgespro-
ken dat alleen "verdachte" partijen bemonsterd zouden worden. In de 
daarop volgende periode zijn in dit verband geen monsters meer on-
derzocht. 
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5. Onderzoek van uitwisselings- en herkeuringsmonsters. 
Met het doel een indruk te krijgen of met de in Ne derland en Duits-
land toegepaste methoden vergelijkbare androstenongehalte n konden 
worden gemeten, zijn twee series uitwisselingsmonsters onderzocht. 
Hiernaast zijn door het RIKILT meerdere series herkeuringsmonste rs 
geanalyseerd . 
5.1 Onderzoek van uitwisselingsmonsters. 
Op 17 mei 1988 zijn door het RIKILT 10 monsters vetweefse l v erstuurd 
naar de Universiteit Hohenheim. De in deze monsters gevonden an-
drostenongehalten worden weergegeven in tabel 3 . 
Op 28 juni 1988 werden van de Universiteit Hohe nheim 14 monsters 
vetweefsel ontvangen. De in deze monsters gevonden a ndrostenonge-
halten zijn weergegeven in tabel 4 . 
Uit dit onderzoe k bleek dat e r een niveauverschil tussen beide me-
thoden bestond. Gemiddeld werd me t de immunochemisc he meth ode een 
twee maal hoger androstenongehalte gevonde n . 
Ee n gevolg hiervan zou kunnen zijn dat met de GCMS-methode gevonden 
androstenongehalten van ca. 0,15 to 0,20 Mg/g hierdoor bij de im-
munochemisc he methode in waarden hoger dan 0,30 Mg/g (keur ings -
grens) zouden kunnen resulteren. Echter bi j al le o nderzocht e zeugen 
en borgen zijn met de immunochemische methode steeds gehalten van 
minder dan 0,1 Mg/ g (negatief) g emeten, overeenkomstig de RIKILT 
bevindingen. Beren en de in promille hoeveelhede n voorkomende twee-
slachtigen en binne nberen waren met beide methode n steeds te onder-
scheiden van zeugen en borgen. 
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Tabel 3. Gehalten aan anctrostenon in door het RI KILT verzorgde 
monsters vetweefsel (Nederlandse dieren) . 
Dier Mg androstenonjg vet 
RIKILT (GCMS) Hohenheim (MTE) 
zeug (5 mnd, 85-90 kg) <0,05 
zeug (5 mnd, 85-90 kg) <0,05 
beer (5 mnd, 85-90 kg) 0,36 
beer (5 mnd, 85-90 kg) 1,56 
beer ( >2 j) 0,70 
beer (>2 j ) 0,88 
binnenbeer (5 mnd, 90 kg) 0,74 
<0,1 
<0 , 1 
0,6 
3,7 
1,5 
1, 7 
1, 3 
0,8 
0,4 
1, 1 
binnenbeer (5 mnd, 90 kg) 0,45 
hermafrodiet (5 mnd, 90 kg) 0,23 
hermafrodiet (5 mnd, 90 kg) 0,74 
Tabel 4. Gehalten aan anctrostenon in door de Universiteit Hohen-
heim verzorgde monsters vetweefsel (Duitse dieren). 
Dier 
zeug 
zeug 
zeug 
borg 
borg 
borg 
beer 
beer 
beer 
beer 
beer 
beer 
beer 
beer 
Mg androstenonjg vet 
RIKILT (GCMS) 
<0,05 
<0 ,05 
<0 ,0 5 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
0,89 
2,45 
1,17 
1,89 
0,71 
0,64 
1,33 
3 , 67 
Hohenheim (MTE) 
<0 ,1 
<0 ,1 
<0 ,1 
<0 ,1 
<0 , 1 
<0 ,1 
1,8 
>2 
>2 
>2 
1,5 
1,6 
>2 
>2 
Toelichting: "<": lager dan de bepalingsgrens 
">": buiten (groter dan) het meetbereik van de me -
thode 
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5.2 Onderzoek van herkeuringsmonsters. 
Via de landbouwattaché van de Nederlandse ambassade in Bonn (ir. 
G. J. Hegemans) werd op 1 juni 1988 een serie van 6 monsters varkens-
spek verkregen. Volgens dhr . Hegemans werden, bij onderzoek op de 
Universiteit Hohenheim (immunochemische methode), in deze monsters 
andrestenengehalten gevonden van meer dan 0,5 Mg/g vet. 
Bij heronderzoek op het RIKILT werd in geen van deze monsters een 
concentratie aan anctrostenon gevonden die hoger was dan de detec-
tiegrens van de GCMS methode (0,05 Mg/g vet). 
Omdat het monstermateriaal in licht bedorven toestand werd ont-
vangen, is op verzoek van het RIKILT een deel van hetzelfde mon-
stermateriaal op 21 juni door een medewerkster van Claus verstuurd. 
Ook in deze monsters werd met de GCMS-methode geen anctrostenon 
aangetoond (< 0,05 Mg/g vet). 
Verder zijn op het RIKILT, in de periode van 15-08-1988 tot en met 
25-08-1988, 146 monsters varkensspek (verdeeld over 5 series) ont-
vangen. Deze monsters werden allen in Duitsland genomen door het 
Staatliches Veterinäramt en, voor een deel via de RVV, naar het 
RIKILT verzonden met de vermelding "Lebensmittel-Gegen-Probe". In 
geen van de monsters werd anctrostenon aangetoond (gehalte kleiner 
dan 0,05 Mg/g vet, GCMS- methode). De uitslag van het onderzoek dat 
aan deze monsters werd verricht door de Universiteit Hohenheim was 
niet bekend en bleek bij navraag niet te achterhalen te zijn. 
Om reden van het ontbreken van ondubbelzinnige gegevens over de 
hoedanigheid en identiteit van deze monsters (geen verzegeling 
enjof relazen) , is de logistiek, voor zover bekend was, in een brief 
aan de directie van de RVV (bijlage II) samengevat. Aangezien er 
met betrekking tot deze monsters nog een aantal vragen openstaat, 
o.a. voor wat betreft de identiteit, kunnen deze 146 monsters niet 
in stricte zin worden aangemerkt als herkeuringsmonsters. 
5.3 Ringonderzoek. 
Met name naar aanleiding van de tegenstrijdige resultaten verkregen 
bij het herkeuringsonderzoek (zie 5.2) werd, op verzoek van de 
Duitse en Nederlandse au tori te i ten, een ringonderzoek georganiseerd 
door Dr. E. Weise van het Bundesgesundheitsamt (BGA) in Berlijn 
(bijlage III). Ten behoeve van dit onderzoek werden 30 spekmonsters 
- 21 -
x zeug en 10 x borg) genomen bij de firma Reisinger in Gütersloh 
(BRD) en 30 gelijk verdeelde monsters bij de firma sturko in Doetin-
chem (NL). Deze monsters werden in vier gelijke parten verdeeld, 
gecodeerd en naar het RIKILT, de Universiteit Hohenheim en de 
Rijksuniversiteit Gent (Den Brabander) verstuurd. Het vierde part 
werd als reserve bewaard bij het BGA. Naast dit monstermateriaal 
werd op de Universiteit Hohenheim een 5-tal "Labproben" (vetmon-
sters met toevoeging van verschillende hoeveelheden androstenon) 
bereid. 
Uit de resultaten van de r~ngtest (tabel 5) blijkt dat de bevin-
dingen verkregen met de drie verschillende methoden redelijk 
overeenstemmen. In ieder geval werden met de immunechemische me-
thode geen vals positieve uitslagen en met de GCMS-methode geen 
vals negatieve uitslagen gegeven. Op het moment van schrijven van 
dit rapport zijn de uitkomsten van het ringonderzoek nog niet door 
de drie laboratoria gezamenlijk geëvalueerd, zoals afgesproken is 
bij de bekendmaking van de analyseresultaten en de codering van de 
monsters. 
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Tabel 5: Gehalten aan anctrostenon gevonden in de ringtestmonsters 
gehalten anctrostenon 
RI KILT Hohenheim Gent 
dier- dier- (GCMS) (MTE) (GC-ECD) 
nummer soort in J..Lg/g vet in J..Lg/g vet in J..Lg/g spek 
1.1.1 beer ( D) <0,05 0,03 
1.1. 2 0,87 1,60 0,76 
1.1. 3 1 , 78 >2,0 1,05 
1.1. 4 0,52 0,76 0 , 49 
1.1. 5 0,40 0 , 48 0,34 
1.1. 6 1,10 > 2,0 0,95 
1.1. 7 0,56 1,0 0,55 
1.1. 8 " 0,70 0,93 0,60 
1.1. 9 " 0,39 0 , 64 0,4 3 
1. 1.10 " <0,05 0,03 
2 .1.1 beer (NL) 1,04 1,4 0,90 
2 .1. 2 1,20 1,80 1,45 
2.1.3 1,40 >2,0 1,40 
2 . 1. 4 0,58 0,86 0,60 
2 .1. 5 0,36 0,47 0,22 
2 .1. 6 0,38 0 , 48 0,38 
2 .1. 7 0,28 0,31 0,20 
2 . 1. 8 11 0,56 0,75 0 , 52 
2 .1. 9 11 0., 71 0,92 0,50 
2.1.10 " 0,16 0,19 0,09 
1. 2.1 borg ( D) <0 , 05 0,03 
1. 2. 2 " <0,05 0,05 
1. 2. 3 11 <0,05 0,03 
1. 2. 4 " <0,05 0,02 
1. 2. 5 " <0,05 0,04 
1. 2 . 6 11 <0,05 0,0 5 
1. 2. 7 " <0,05 0,03 
1. 2. 8 11 <0,05 0,05 
1. 2. 9 11 <0,05 0,03 
1.2.10 " <0,05 0 , 08 
2.2.1 borg (NL) <0,05 0,02 
2.2.2 " <0,05 0,08 
2.2 . 3 " < 0 , 05 0,05 
2 . 2 . 4 <0,05 0,02 
2. 2. 5 <0,05 0 , 02 
2. 2. 6 <0,05 0,02 
2. 2 . 7 <0,05 0,02 
2.2 . 8 <0,05 0,06 
2. 2. 9 <0,05 ?? 
2 . 2.10 <0,05 0,07 
vervolg tabel 5 . 
dier- dier-
nummer soort 
1. 3 .1 zeug ( D) 
1. 3. 2 11 
1. 3. 3 11 
1. 3. 4 11 
1. 3. 5 11 
1. 3 . 6 11 
1. 3. 7 11 
1. 3. 8 11 
1. 3. 9 11 
1. 3. 10 11 
2.3.1 zeug (NL) 
2. 3. 2 
2 . 3.3 
2 . 3. 4 
2. 3 . 5 
2.3.6 
2.3.7 
2.3.8 
2.3.9 
2.3.10 11 
labmonster blanco 
11 + 0,0 J.Lg/g 
11 + 0, 2 11 
11 + 0,5 11 
11 + 0,8 11 
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gehalten anctrostenon 
RI KILT 
{GC-MS) 
in J.Lg/g vet 
<0,05 
<0,05 
<0 ,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
<0,05 
< 0,05 
<0,05 
0,19 
0,41 
0,84 
Hohenheim 
(MTE) 
in J.Lg/g vet 
? 
0,18 
0,38 
0,97 
Gent 
(GC-ECD) 
in J.Lg/ g spe k 
0 , 04 
0,02 
0,07 
0,05 
0,07 
0,0 3 
0 , 02 
0,02 
0,02 
0,04 
0 , 0 2 ? 
0,02 
0,02 
0,04 
0,0 2 
0,0 3 
0,0 2 
0,05 
0,02 
0,02 
0,05 * 
0,05 * 
0,25* 
0,59* 
0, 8 0* 
* De labmonsters ZlJn vervaardigd van gesmolten vet met v e rschil-
lende hoeveelheden (waaronder ook nul) androstenon; de door Ge nt 
opgegeven waarde is hier dus op vetbasis. 
Toelichting:"-": negatief 
"<": lager dan de bepalingsgrens 
">": buiten (groter dan) het meetbereik van de methode. 
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6. Onderzoek naar het ontstaan van de verschillen in de bevin-
dingen bij de serie van 6 herkeuringsmonsters. 
Bij het uitwisselingsonderzoek (5.1) is een niveauverschil gecon-
stateerd tussen de resultaten verkregen met de GCMS-methode en de 
immunochemische methode. Met deze methode werden twee maal hogere 
androstenongehalten gevonden. 
Het geconstateerde verschil bij het herkeuringsonderzoek ( 5 . 2 ) 
heeft ernstiger gevolgen. Hier werden in Duitsland positief bevon-
den monsters (gehalten groter dan 0,3 ~gjg vet) bij heronderzoek in 
Nederland negatief bevonden (gehalten kleiner da n 0,05 ~g/g vet) . 
De beide methoden onderscheiden zich onder andere door een v erschil 
in specificiteit. Zoals beschreven bij 2.2.1 wordt met de GeMS-
methode zeer specifiek anctrostenon bepaald door, na een gaschroma-
tografische scheiding, te detecteren op vier voor anctrostenon spe-
cifieke ionen (moederion en 3 fragmentionen) . Zoals beschreve n bij 
2 . 1 . 2 is de specificiteit van de immunochemische methode afhanke-
lijk van de eigenschappen van he t gebruikte antiserum en is h e t 
mogelijk dat naast anctrostenon tevens andere steroiden, met na me 
16-onverzadigde steroiden, worden gemeten. 
Vanwege deze mogelijkheid is het onderzoek naar de oorzaak van de 
verschillen tussen de herkeuringsresultaten toegespitst op de moge-
lijke aanwezigheid van componenten in het vetweefsel, waarmee het 
door Claus gebruikte antiserurn kruisreageert (vals-positieve resul-
taten) . 
Daarnaast werd onderzoek uitgevoerd naar het terugvindingsperce n -
tage van de GCMS methode, om het optreden van mogelijke vals-ne-
gatieve resultaten te kunnen nagaan . 
6. 1 controle op tot vals- positieve resultaten leidende kruis-
reacties - High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC). 
Met behulp van deze techniek werd gezocht naar een eventueel aan-
toonbaar verschil tussen de verdachte monsters (in Duitsland po-
sitief en in Nederland negatief bevonden (zie 5.2)) en mons ters 
afkomstig van beren en zeugen. 
Bij de monstervoorbewerking werd dezelfde procedure toegepas t a l s 
bij de GCMS-methode. Uiteindelijk werd op de HPTLC plaat (Kiezelgel 
60) extract van ca 20 mg vet gebracht. Als loopvloeistof werd een 
mengsel van chloroform-ethanol-tolueen (45:1:5) gebruikt. Na dippen 
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van de plaat in een mengsel van alcohol - zwavelzuur en verwarmen 
(98°C) werd de plaat beoordeeld bij UV-licht (360nm). 
Bij een RF-waarde van 0,20 werd in alle zes de verdachte monsters 
een onbekende component gevonden welke niet in een aantal con-
trolevetmonsters van (Nederlandse) zeugen en beren voorkwam. 
Een tweetal van deze verdachte monsters werd opnieuw opgewerkt en 
nu werd een extract van 50 mg vet op de plaat gebracht (preparatieve 
HPTLC) . Na elutie werd de plaat in zes zone's verdeeld (van opbreng-
plaats tot en met loopfront) en na afkrabben van de silicagel, 
werden de in deze zone's aanwezige componenten geextraheerd met 
methanol. De methanolextracten werden aan Claus gegeven voor onder-
zoek met de immunochemische methode Hierbij werd alleen een res-
pons gevonden in de zone welke overeenkomt met de Rf-waarde van 
anctrostenon (0,70). Aangezien bij de preparatieve HPTLC veel meer 
extract van vet (50 mg) werd opgebracht dan bij de routinematige 
immunechemische methode (3 mg), ligt de detectiegrens in dit geval 
beneden het 0,02 ~gjg vet niveau. Het is dus aannemelijk dat in deze 
monsters anctrostenon is aangetoond op een zeer laag niveau (beneden 
de detectiegrens van de GCMS-methode; de met de GCMS methode ge-
schatte gehalten lagen rond het 0.01 ~gjg niveau). Voor de andere 
in het vet aanwezige componenten vertoonde het door Claus gebruikte 
antiserum geen kruisreactiviteit. 
6. 2 Controle op tot vals-positieve resultaten leidende kruis-
reacties - Immunoaffiniteitschromatografie. 
Door de bij de immunechemische methode gebruikte antilichamen te 
immobiliseren aan een dragermateriaal, is het in principe mogelijk 
om in het vet aanwezige componenten, waarmee de antilichamen kruis-
reageren, te isoleren. 
De antilichamen (verkregen van Claus) werden gekoppeld aan tresyl-
sepharose (4 mg eiwitjml sepharose). Van dit materiaal werd 1 ml in 
een kolom gebracht. De maximale capaciteit van deze kolom werd 
bepaald door een mengsel van anctrostenon en getri tieerd anctrostenon 
(verkregen van Claus) op de kolom te brengen. Aan de hand van radio-
activiteitsmetingen werd een maximale capaciteit van 600 ng anctros-
tenon bepaald. 
Vetextracten van één der 6 herkeuringsmonsters en een (Nederlandse) 
beer en zeug, opgelost in 5% methanol, werden op de kolom gebracht. 
Na spoelen met 5% methanol werd geelueerd met 70% methanol. Na 
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indampen van het eluaat werd het residu op een HPTLC-plaat gebracht 
(zie 6.1). In de drie vetmonsters werden verscheidene componenten 
aangetoond, echter zonder enig verschil tussen de drie monsters 
(herkeuringsmonster, beer en zeug) . Vermoedelijk waren deze com-
ponenten niet specifiek aan de antilichamen gebonden, maar was hier 
sprake van aspecifieke binding aan bijvoorbeeld de sepharose. 
De aspecifieke binding bemoeilijkte het onderzoek naar stoffen 
waarmee het antiserum specifiek reageert . Indien op deze wij ze 
eventueel aanwezige kruisreagerende verbindingen geselecteerd en 
geisoleerd moeten worden, is een meer uitgebreid onderzoek nood-
zakelijk. Daarvoor ontbreekt nu de capaciteit. 
6. 3 Onderzoek naar de aanwezigheid van androstenol in de serie van 
zes herkeuringsmonsters. 
Het niveauverschil waargenomen bij het uitwisselings- en ringonder-
zoek zou veroorzaakt kunnen worden daar de aanwezigheid van de an-
drostenolen (zie 2.1.2). Om dit te kunnen beoordelen werd in de zes 
herkeuringsmonsters (zie 5.2) het gehalte aan anctrostenol bepaald . 
Afwijkend van het RIKILT standaard voorschrift werd ten behoeve van 
de derivatisering gebruik gemaakt van metoxyamine HCl en een meng-
sel van trimethylsilyleringsmiddelen (MOX-TMS) als reagens. 
In geen van de zes monsters kon anctrostenol worden aangetoond (de-
tectiegrens 0,01 Mg/g vet) en hieruit kan geconcludeerd worden dat 
in deze monsters anctrostenol niet bijdraagt aan het waargenomen 
niveauverschil tussen de methoden . 
6.4 Bepaling van de recovery (terugvindingspercentage) 
6.4.1 Getritieerd en niet-getritieerd androstenon 
Het niveauverschil tussen beide methoden zou veroorzaakt kunnen 
worden door mogelijke verliezen aan anctrostenon tijdens de monster-
opwerking. Op het optreden van deze verliezen kan gecontroleerd 
worden door het toevoegen van een anctrostenon standaard aan vet-
monsters en het bepalen van het terugvindingspercentage . 
Het terugvindingspercentage bij de GCMS-methode werd bepaald op 
twee manieren. 1. door toevoeging van een bekende hoeveelheid an-
drostenon 
en 2. door toevoeging van getritieerd anctrostenon (verkregen van 
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Claus ) aan de extractievloeistof (ethylacetaat) . Aan de hand van 
radioactiviteitsmetingen werd bepaald dat bij het indampen van ex-
tractievloeistof 23% van het relatief vluchtige anctrostenon ver-
dwijnt . Bij de scheiding van anctrostenon van het vet (gelpermeatie-
chromatografie ) werd geen verlies geconstateerd. De totale recovery 
bij de GCMS-methode , tot aan de derivatisering , bedroeg 77%. 
6 . 4.2 Correctie van de recovery met de interne standaard andro sta-
non 
Bij de GCMS-metbode wordt andrestanon als interne standaard toege-
voegd aan het geextraheerde vet . Indien aan dit vet tevens een 
bekende hoeveelheid anctrostenon werd toegevoegd, werd na correctie 
voor de interne standaard een te hoog terugvindingspercentage voor 
anctrostenon gevonden (gemiddeld 120%) . Dit wordt verklaard door een 
groter verlies aan andrestanon (33%) dan aan anctrostenon (20%) , bij 
het indampen van de fractie verkregen na gelpermeatiechromatogra-
fie. Vanwege de grotere vluchtigheid van andrestanon is dit geen 
ideale interne standaard. De verliezen aan anctrostenon tijdens het 
indampen van de extractievloeistof (20%) worden gecompenseerd door 
de correctie voor de interne standaard. 
Zoals aangegeven door Claus (1) bedraagt het terugvindingspercenta-
ge bij de immunechemische methode ca. 40% . Door gebruik te maken een 
ijkcurve, waarbij standaardoplossingen van anctrostenon worden toe-
gevoegd aan blanco vetmonsters welke vervolgens dezelfde procedure 
ondergaan als de te analyseren monsters, wordt voor dit lage terug-
vindingspercentage gecorrigeerd . 
Geconcludeerd kan worden dat het terugvindingspercentage geen be-
langrijke bijdrage levert aan de tussen de beide methoden geconsta-
teerde niveauverschillen. 
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7. werkbezoek aan de Universiteit Hohenheim. 
Met het doel een verklaring te vinden voor de eerder vermelde tegen-
strijdige herkeuringsbevindingen, is, na een eerder gebracht werk-
bezoek (bijlage IV), aansluitend op het bij 5 vermelde onderzoek 
een werkbezoek gebracht aan de Universiteit Hohenheim met de vol-
gende doelstelling: 
demonstratie van de daar toegepaste immunechemische methode; 
opnieuw analyseren van een aantal met de immunechemische me-
thode positief en met de GCMS-methode negatief bevonden mon-
sters ("probleemmonsters") ; 
vergelijken van de resultaten van 146 door het RIKILT geanaly-
seerde "Lebensmittel-Gegen-Proben" (allen negatief) met de be-
vindingen zoals verkregen met de immunechemische methode; 
nagaan van de mogelijkheden om de immunechemische methode op 
het RIKILT uit te kunnen voeren t.b.v. screeningsdoeleinden; 
hierbij is een aantal speciale chemicaliën van belang. 
Met betrekking tot de methode en de praktische uitvoering werd een 
volledige en openhartige medewerking verleend. wat betreft het be-
schikbaar stellen van het voor de uitvoering van de methode beno-
digde materiaal (antiserum en enzym-gelabeld androstenon), werd 
medegedeeld dat dit vanwege de te kleine voorraad niet op zeer korte 
termijn te realiseren zou zijn. De benodigde gegevens om zelf deze 
materialen te vervaardigen werden wel verstrekt. De bereiding van 
het antiserum duurt echter enige maanden en de eigenschappen v a n 
dit antiserum kunnen in principe verschillen van het antiserum dat 
in Duitsland wordt gebruikt. 
Van ministeriewege (dr. Hartig, Ministerium für Landlichen Raum, 
Landwirtschaft und Forsten, Abteilung: Veterinärwesen, Markt und 
Ernährung, Kernerplatz 10, Stuttgart) werd echter geen toestemming 
verkregen om verder onderzoek te doen naar de "probleemmonsters" en 
eerdere bevindingen met de herkeuringsmonsters te vergelijken. Als 
argumentatie werd aangevoerd dat de ringtest bewezen had dat de re-
sultaten verkregen met de Duitse immunochemische methode volledig 
overeenstemden met de andere twee methoden en dat bovendien geen 
discussie meer werd gevoerd over vóór de ringtest geanalyseerde 
monsters. 
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8. conclusies en discussie 
Bij het uitwisselings- en ringonderzoek is gebleken dat de resul-
taten die zijn verkregen met de Duitse immunechemische methode, 
afgezien van een acceptabel niveauverschil, overeenkomen met de in 
Nederland toegepaste GCMS methode. Het niveauverschil is v a n dien 
aard dat het de keuringsuitslag niet beïnvloed. Echter bij her-
keuring van in Duitsland positief bevonden monsters , met gehalten 
hoger dan 0.5 ~gjg, werd met de GCMS methode in deze monsters geen 
anctrostenon aangetoond (minder dan 0. 05 ~g/g vet). Het op het 
RIKILT uitgevoerde onderzoek naar mogelijk in de immunechemische 
methode kruisreagerende verbindingen, heeft geen concrete bewijzen 
voor de aanwezigheid van dergelijke verbindingen opgeleverd . 
De oorzaak van de boven beschreven tegenstrijdige herkeurings-
resultaten is tot op heden niet gevonden . Van de zijde van de Duitse 
overheid werd verder onderzoek onmogelijk gemaakt. Dit betekent dat 
het alleen mogelijk is een aantal vermoedelijke oorzaken te noemen. 
1. Fouten in de logistiek van de monsters en onjuistheden in de 
monsteradministratie. 
2. Bij de monstername is geen a-selectieve steekproef genomen en 
wellicht zijn meerdere monsters per dier verzameld . 
3. Bij het analytisch onderzoek kunnen onverwachte effecten op-
treden, die resulteren in wisselende uitkomsten. 
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9. Aanbevelingen 
Met nadruk wordt gewezen op het belang van de aamvezigheid van offi-
ciële contra-monsters. Met de Duitse keurende instanties moeten 
hiertoe bindende afspraken worden gemaakt. 
Het gebruik van alleen een immunechemische methode, zonder verdere 
monstervoorbewerking, voor keuringsdoeleinden is aanvechtbaar. Bij 
onderzoek in Duitsland (Weihenstephan) naar anabole stercidhormonen 
wordt voorafgaand aan de keuringsbeslissing altijd een tweede uit-
gebreide, specifieke monsteropzuiveringsprocedure uitgevoerd. 
Mogelijk kunnen afspraken worden gemaakt dat het laboratorium in 
Hohenheim, in geval van "verdachte" monsters, additioneel onderzoek 
uitvoert met een tweede, bij voorkeur op een ander principe berus-
tende methode, bijvoorbeeld gaschromatografie, dunnelaagchromato-
grafie of eventueel een vloeistofchromatografische voorzuiverings-
stap, voorafgaande aan de immunechemische methode. 
In samenwerking met Prof. Claus moet nader onderzoek worden opgezet 
m.b.t . de kruisreactieproblematiek en de bruikbaarheid van andere 
analysetechnieken voor de bepaling van anctrostenon in vet . 
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BIJLAGE I 
Afdeling Biofarmaceutische ANALYSE 
INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT A 530 
(1e oplage 1988-09-20) 
Varkensspek - De bepaling van androstenon - GCMS 
1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 
1.1 Toelichting 
Op grond van het androstenongehalte in vet kan mogelijk een uitspraak 
worden gedaan over de aard van het onderzochte varken, zeug (vrouwe-
lijk), borg (mannelijk en gecastreerd) of beer (mannelijk) . 
De beslissingsgrens is in Duitsland naar aanleiding van inventarise-
rend onderzoek op 300 ug/kg gesteld, d.w.z . een waarde hoger dan 300 
ug/kg wijst op een beer, een lagere waarde op een zeug, cq. een borg 
(Opgave volgens Prof. dr . R. Claus, Universiteit Stuttgart-Hohenheim, 
maart 1988). 
Uitgaande van eerdere studies wordt bij het onderzoek aangenomen dat 
het androstenongehalte in het vet niet afhankelijk is van de plaats 
van monstername. 
1.2 Aantoonbaarheidsgrens 
20 ug/kg (berekend op vet) . 
1.3 Bepaalbaarheidsgrens 
50 ug/kg (berekend op vet). 
2 DEFINITIE 
Met deze methode wordt het gehalte in (uit spek geextraheerd) vet aan 
het door de testes (en bijnier) gevormde 5a-androst-16-en-3-on (an-
drostenon) bepaald. 
3 BEGINSEL 
Na extractie van het gemalen spek met ethylacetaat wordt het geextra-
heerde androstenon gescheiden van het vet d.m.v. gelpermeatiechromato-
grafie. Na derivatisering (tot HOX derivaat) wordt androstenon geana-
lyseerd met GC-MS (multiple ion mode). Berekening van het androstenon 
gehalte geschiedt op geextraheerd-vet basis. 
-2-
4 PRECISIE 
4.1 He r haalbaarheid 
Het verschil tussen de uitkomsten van twee bepalingen (geldt voor 
standaarden en (controle)monsters), gelijktijdig of kort na elkaar 
uitgevoerd onder gelijke omstandigheden door dezelfde persoon, dient 
niet groter te zijn dan 20% van de gemiddelde uitkomst . 
Bij iedere monsterserie wordt de herhaalbaarheid gecontroleerd aan de 
hand van de positieve controlemonsters (zie 7.2 en 8.2). 
4 . 2 Reproduceerbaarheld 
Niet bekend. 
5 REAGENTIA EN HULPSTOFFEN 
Indien niet anders wordt vermeld dient de kwaliteit van de reagentia 
pro analyse te zijn . 
Verwijzing naar een product en/of fabrikant dient enkel ter informatie 
en identificatie, en houdt geen uitsluiting in van andere produkten 
en/of fabrikanten die mogelijk ook voldoen. 
5 . 1 Ethylacetaat, Merck art.no.10972 (gedestilleerd) 
5.2 Cyclohexaan, Merck art . no . 9666 (gedestilleerd) 
5.3 Ethylacetaat/cyclohexaan (1/1:v/v) 
Meng 100 ml ethylacetaat (5 . 1) met 100 ml cyclohexaan (5 . 2) 
5.4 5a-Androstan-3-on (androstanon, ANON; interne standaard), Sigma 
A1633 
5.4 . 1 Andrestanon 1 mg/ml cyclohexaan 
Los 10 mg andrestanon (5 . 4) op in 10 ml cyclohexaan (5.2) 
Opmerking : bij 4°C is deze oplossing 3 maanden houdbaar . 
5.4 . 2 Andrestanon 10 ~g/ml cycl ohexaan 
Vul 100 ~1 andrestanon 1 mg/ml (5.4 . 1) aan tot 10 ml met cyc l ohexaan 
( 5. 2) 
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5.4 . 3 Androstanon 1 ng/~1 cyclohexaan 
Vul 100 ~1 androstanon 10 ~g/ml(5 . 4.2) aan tot 1 ml met cyclohexaan 
(5.2) 
5.5 5a-Androst-16-en-3-on (andr ostenon, AEON), Sigma A 8008 
5.5.1 Androstenon 1 mg/ml cyclohexaan 
Los 10 mg androstenon (5 . 5) op in 10.0 ml cyclohexaan (5 . 2) 
Opmerking: bij 4°C is deze oplossing 3 maanden houdbaar . 
5 . 5.2 Androstenon 10 ~g/ml cyclohexaan 
Vul 100 ~ 1 androstenon 1 mg/ml (5.5 . 1) aan tot 10 . 0 ml met cyclohexaan 
(5 . 2) 
5.5 . 3 Androstenon 1 ng/~ 1 cyc l ohexaan 
Vu l 100 ~ 1 androstenon 10 ~g/ml (5.5.2) aan tot 1 ml met cyclohexaan 
(5.2) 
5 . 6 Interne standaard oplossing (2 ~g androstanon/ml ethylacetaat /cy-
c l ohexaan (5.3)) 
Voeg aan 400 ~1 and r ostanon 10 ~g/ml (5 . 4 . 2) toe: 600 ~1 cyc1ohexaan 
(5.2) en 1 ml ethylacetaat (5.1) 
5 . 7 Spike-oplossing (2 ~g androstenon/m1 ethylacetaat/cyclohexaan 
(5.3)) 
Voeg aan 200 ~1 androstenon 10 ~g/ml (5 . 5. 2) toe: 300 ~1 cyclohexaan 
(5 . 2) en 500 ~1 ethylacetaat (5 . 1) 
5.8 Kalium hydroxide (Merck 5033) 
5 . 9 Pyridine (Merck 7493) 
5.9 . 1 Pyridine gedroogd 
Voeg 50 ml pyridine (5.9) toe aan 10 g KOH (5 . 8) . Laat gedurende een 
nacht s taan e n neem steeds een deel van de heldere bovenstaande vloei-
stof . 
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5.10 Metoxyamine Hydrachloride (Chrompack 610100) (MOX-HCl) 
5 . 10.1 MOX-HCl 20 mg/ml pyridine 
Los 100 mg MOX-HCl (5.10) op in 5 ml gedroogde pyridine (5 . 9.1) 
5.11 Iso-octaan, Merck art.no. 4727 (gedestilleerd) 
5.12 Hexachloorbenzeen 100 ug/ml iso-octaan (HCB oplossing) 
5.12 . l HCB 0.1 ng/ul iso-octaan 
Vul 100 ul (100 ug/ml) HCB oplossing (5.12) aan met iso-octaan tot 
100,0 ml 
6 APPARATUUR 
Verwijzing naar een produkt en/of fabrikant dient enkel ter informatie 
en identificatie , en houdt geen uitsluiting in van andere produkten 
en/of fabrikanten die mogelijk ook voldoen . 
Normaal in een analytisch-chemisch laboratorium aanwezige apparatuur 
met in het bijzonder: 
6.1 Moulinette (Moulinex) plus toebehoren 
6 . 2 Cul tuurbuis met een volume van 15 ml (100 x 16mm (uitw.d . )) 
6.3 Dopje voor cultuurbuis (6.2) 
6.4 Whirlmix 2500 rpm 
0 6 . 5 Waterbad 50 C 
6 . 6 Centrifuge 
6.7 Cultuurbuis uitw. d . 16 mm, 1= 100 mm (15 ml) 
6.8 Reactie-Therm (Heating Module) (Pierce) 
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6.9 Reactie-Vap (Evaporation Unit) (Pierce) 
6.10 Maatcylinder van 10 ml met s lijpstuk en stapje 
6.11 WISP Vial (Waters Ass.) 
6.12 H-Style vial Cap (Waters Ass.) 
6.13 PTFE septurn (Waters Ass.) 
6.14 Self sealing septurn (Waters Ass.) 
6.15 Crirop top vial 0.1 ml (met insert) (Chrompack) 
6.16 Gelpermeatie-chromatografie opstelling: 
Geautomatiseerd systeem (auto-injector, schakelkranen, schakeleenheid, 
gethermostreerde kolom, fractieverzamelaar) zoals beschreven in RSV A 
204. 
Gelpermeatiekolom Quickfit kolom met watermantel (kolom met lengte 45 
cm en inwendige diameter 1.0 cm) 
Kolommateriaal: Bio-Beads SX-3 
Eluens: 
Flow: 
Cyclohexaan-ethylacetaat 50-50 (v/v) 
1.0 ml/min 
6.17 Gaschromatografie-Massaspectrometrie opstelling: 
Het GCMS systeem (Hewlett-Packard, Rockville, u . s.A.) bestaat uit een 
gaschromatograaf (GC) Model 5890, een massa selectieve detector (MSD) 
Model 5970 en een auto-injector Model 7673-A. Er wordt gebruik gemaakt 
van een CP-Sil-5 CB column (25 m x 0.25 mm (i.d.); Chrompack) met een 
filmdikte van 0 .12 urn en helium als draaggas. Voor de analyse wordt 5 
ul geinjecteerd in de split-less mode. 
0 0 Temperatuurprogramma: 80 (4)-15 /min--> 280 -30 /min--> 300 
Split open na 2 min . 
Te screenen ionen in MlD mode: 
AEON:301; 286; 270; 254 
ANON:30j; 288; 272; 256 
HCB:284 
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7 lmRKWIJZE 
Opmerking I: neem bij elke monsterserie een monster blanco vet en een 
tweetal monsters blanco vet met toevoeging van androstenon mee (con-
trolemonsters, zie 7.2). 
Opmerking II: de analysemonsters worden in enkelvoud onderzocht. 
Opmerking lil: per serie worden, om practische redenen, niet meer dan 
18 monsters geanalyseerd (inclusief de drie controlemonsters) . 
7.1 Hoosters 
7.1 . 1 Extractie 
7.1.1.1 Neem+ 15 gram spek en maal fijn met de moulinette (6 . 1) . 
7.1.1 . 2 Weeg hiervan~ 2 gram, tot op 2 decimalen nauwkeurig, af in 
een cultuurbuis (6 . 2) en bewaar het overige gemalen monstermateriaal 
bij -20°c. 
7.1.1.3 Voeg 10 rol ethylacetaat (5 . 1) toe, plaats dopje (6.3) op de 
buis meng op een whirlmix (6.4). 
7.1.1.4 Plaats de buis gedurende een half uur in het waterbad (50°C) 
(6.5). Heng om de tien minuten met behulp van de whirlmix (6 . 4). 
7.1.1.5 Centrifugeer (6.6) 10 min 2000rpm en breng het supernatant 
over in cultuurbuis (6.7). Damp de ethylacetaat af onder N2 bij~ 45°c 
met behulp van de "Heating module"(6.8) en de "Evaporation unit"(6.9). 
7 . 1.1.6 Weeg van het onder 7.1.1.5 verkregen vloeibare vet 1 gram, tot 
op twee decimalen nauwkeurig, af in een maatcilinder (6.10) met behulp 
van een pasteurpipet. 
7.1.1.7 Voeg 100 ul androstanon oplossing (l.S.) (5.6) toe en vul aan 
tot 5 ml met cyclohexaan/ethylacetaat (5.3). 
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7.1.1.8 Plaats stop (6.10) en meng met behulp van de whirlmix (6.4) 
tot het vet is opgelost (heldere oplossing) . 
7.1.2 Gelpermeatiechromatografie 
7.1.2.1 Breng+ 3 ml van het bij 7.1 . 1.8 verkregen homogenaat over in 
een WISP vial (6.11) en sluit de vial door middel van een plastic cap 
(6.12) en een plastic septurn (6.13). 
Injecteer 500 ~1 op de GPC (6.16). Bij een flow van 1.0 ml/min 
bedraagt de runtijd 30 min. De fractie van 18.00 tot 27.00 min wordt 
uitgevangen in een cultuurbuis (6.2). 
Opmerking: de tijden waarbinnen de fractie wordt uitgevangen dienen 
maandelijks te worden gecontroleerd. Breng hiervoor 1 ml van de an-
drostenonoplossing (5.5.1) in een WISP vial (6.11), damp de cyclohe-
xaan af onder N2 bij 45°C met behulp van de "Heating module" (6.8) en 
de "Evaporation unit" (6.9) en neem het residu op in 3 ml cyclohexaan-
/ethylacetaat (5.3). 
Injecteer 500 ~1 op de GPC (6 . 16) welke is uitgebreid met een UV-de-
tector (266 nm) en een recorder. De uit t e vangen fractie wordt inge-
steld van 1 min voor het begin van de androstenonpiek tot 1 min na het 
eind van de androstenonpiek. 
7.1.2 . 2 Damp de bij 7.1.2.1 verkregen fractie in tot bijna droog onder 
0 N2 en bij 45 C (6.8, 6.9). Breng het residu met behulp van een pas-
teurpipet over in een WISP vial (6.11). Spoel de cultuurbuis 2 maal na 
met 1 ml cyclohexaan/ethylacetaat (5.3) en breng over in de WISP vial. 
Damp de cyclohexaan/ethylacetaat af onder N2 en bij 45°C (6 . 8, 6.9). 
7.1.3 Derivatisering 
7.1 . 3.1 Voeg aan het bij 7.1.2.2 verkregen residu 100 ~1 MOX-HCl 
(5 . 10.1) toe. Sluit de WISP vial door middel van dop (6.12) met sept urn 
(6.14) en plaats de vial in het Pierceblok (6.8) gedurende 1 uur bij 
60°C. 
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7.1.3.2 Laat de vial afkoelen tot 30°C en blaas de pyridine voorzich-
tig af onder N2 (6.8, 6.9). 
7.1.3.3 Voeg 40 ~1 HCB/Iso-octaan (5.12.1) t oe e n breng het mengsel 
over in een injectie vial met insert (6.15). 
7.2 Controlemonsters 
7.2.1 Voer de procedure, zoals beschreven van 7.1.1.1 tot en met 
7.1.1.6, in drievoud uit op een monster afkomstig van een zeug waarvan 
het androstenongehalte eerder is bepaald op (50 ~g/kg. 
Opmerking: bewaar het blanco monstermateriaal bij -20°C. 
7.2.2 Voeg aan de drie maatcilinders 100 ~1 androstanonoplossing 
(l .S.) (5.6) en respectievelijk 0 ~1 (blanco), 100 ~1 (blanco+ 200 
~g/kg) en 100 ~1 (blanco+ 200 ~g/kg) androstenonoplossing (5 . 7) toe 
en vul aan tot 5 ml met cyclohexaan/ethylacetaat (5.3). 
7.2.3 Vervolg de procedure met de stappen 7.1.1.8 tot en met 7.1.3.3 
7.3 Standaarden 
7.3.1 Pipetteer van de androstanonoplossing (5.4.3) 50 ~1 (komt over-
een met 200 ~g/kg) en van de androstenonoplossing (5.5.3) n ~1 in WISP 
vials (6.11) volgens onderstaande tabel: 
androstenon ~1 overeenkomend met ~g/kg 
12.5 50 
25.0 100 
50.0 200 
75.0 300 
100.0 400 
125.0 500 
en damp droog onder N2 en bij 45°c (6.8;6.9) 
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7.3.2 Voeg aan de bij 7 . 3.1 verkregen residuen 100 ul MOX-HCl (5.10.1) 
toe. Sluit de WISP vialsdoor middel van dop (6.12) met septurn (6 .14) 
en plaats de vials in het Pierceblok (6.8) gedurende 1 uur bij 60°C. 
7.3 . 3 Laat de vials afkoelen tot 30°C en blaas de pyridine voorzichtig 
af onder N2 (6.8;6.9) 
7.3.4 Voeg per vial 100 ul HCB/Iso-octaan (5 .12.1) toe en breng de 
mengsels over in injectie vials met inserts (6.15). 
NB. Alhoewel de stabiliteit van de derivaten niet uitputtend is onder-
zocht is in de praktijk gebleken dat de monsters na derivatisering 
minimaal 1 dag bij ca. 4°C kunnen worden bewaard. 
7.4 GCMS 
7.4 .1 Calibreer de apparatuur m.b .v . de autot une (zie A-RSV 456). 
Injec t eer de standaardoplossing (overeenkomend met 500 ug/kg ; zie 
(7.3 .1 ) en controleer (c . q. pas aan) de instellingen, zoals timewin-
dows (voor de syn- en anti-vorm van zowel het androstenon- als andros-
tanonderivaat; zie 7 . 4 . 3) en de ingestelde ionen (zie A-RSV 456). 
7.4.2 Injecteer 5 ul van de extracten zoa l s verkregen bij 7 .1. 3.3 en 
7.3.4 in de GCMS (6.17) 
7.4.3 Criteria 
Bij de Ge-scheiding van zowel het androstenon- als het andrestanon-
derivaat worden per component twee pieken waargenomen welke vermoede-
lijk afkomstig zijn van de syn- en anti- vorm van het derivaat. 
I - Contro l eer of de beide pieken van andrestenen in de (controle) 
monsters aan de criteria voor de retentietijden voldoen: +/- 5 
seconden t .o.v. de androstenon standaard . 
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II - Controleer bij de (controle)monsters of van beide androstenon-
pieken de intensiteitsverhoudingen van de gemeten ionen (m/e 301; 270 
en 254) t.o .v. het meest intense ion (m/e 286) overeenkomen met de 
verhouding zoals gemeten bij beide pieken van de androstenonstandaard 
met een maximale variatie van + 10%. 
In het monster wordt androstenon gevonden indien aan bovenstaande cri-
teria wordt voldaan. 
III - De HCB-piek (m/e 284) dient alleen ter controle van de injectie 
op de GCMS. Het oppervlak van de HCB-piek in de (controle)monsters 
dient groter te zijn dan 50% van het gemiddelde oppervlak van de HeB-
pie k in de standaarden. Indien hieraan niet wordt voldaan dient de 
injectie opnieuw te worden uitgevoerd. 
IV- De som van het oppervlak van beide androstanonpieken (l.S.; m/e 
303) in de (controle)monsters dient groter te zijn dan 50% van het 
gemiddelde van de som van het oppervlak van beide androstanonpieken 
in de vijf standaarden . Indien hieraan niet wordt voldaan , en wel aan 
het criterium vermeld bij 111, dient het bet ref fende (controle)monst e r 
opnieuw in bewerking te worden genomen vanaf 7.1.1.2. 
8 HEERGEVEN VAN DE RESULTATEN 
8 . 1 Berekening 
8.1.1 Standaarden 
8.1.1 . 1 Sommeer de oppervlakten van de twee androstenonpieken (m/e 
301) . 
8.1.1.2 Sommee r de oppervlakten van de twee androstanonpieken (l . S. 
m/e 303) . 
8 . 1. 1. 3 Deel het oppervlak van de androstenonpieken, zoals verkregen 
bij 8 . 1 . 1 . 1 , door het oppervlak van de androstanonpieken, zoals ver-
kregen bij 8. 1. 1.2 . 
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8.1.1.4 Zet het bij 8.1.1.3 verkregen quotient van de piekoppervlak-
ten, op dey-as, uit tegen de concentratie van de standaarden (in 
ug/kg; zie 7 . 3 . 1), op de x-as . 
8 . 1.1.5 Bepaal met behulp van de kleinste kwadraten methode de helling 
(a) en de y-as afsnede (b) van de ijkl ijn en gebruik deze waarden in 
onderstaande formule: 
x y - b 
a 
waarin: X = het te bepalen gehalte aan androstenon in de monsters 
(ug/kg). 
Y het quotient van de piekoppervlakten van androstenon en 
androstanon. 
8.1.2 (Controle)monsters 
8 . 1. 2.1 Sommeer de oppervlakten van de twee androstenonpieken (m/e 
301) . 
8 . 1 . 2. 2 Sommeer de oppervlakten van de twee androstanonpieken (I.S . 
m/e 303). 
8 . 1.2.3 Deel het oppervlak van de androstenonpieken, zoals verkregen 
bij 8 . 1. 2 . 1, door het oppervlak van de androstanonpieke n, zoals ver-
kregen bij 8.1.2.2 . 
8.1.2 . 4 Bereken het androstenongehalte in het vet (in ug/kg) door het 
bij 8.1 . 2.3 verkregen quotient als Y-waarde in te vullen in de bij 
8 . 1.1.5 weergegeven formule. 
Opmerking: indien het androstenongehalte op produktbasis moet worden 
berekend wordt gebruik gemaakt van onderstaande formule: 
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AP = AV * %V/100 
waarin: AP het gehalte aan androstenon in het product (fg/kg) 
het gehalte aan androstenon in het vet zoals 
verkregen bij 8.1 . 2.4 
8.2 Criteria 
AV 
%V= he t vetgehalte in het gemalen produkt (7 . 1. 1.1), 
bepaald volgens RSV Nl34 . 
Het berekende gehalte aan androstenon in de monst ers wordt betrouwbaar 
geacht indien: 
A- voldaan wordt aan de criteria zoals vermeld bij 7.4.3 en B-
indien het gehalt e aan androstenon inhet blanco controlemonster (50 
~g/kg be draagt en C - het gehalte in de controlemonsters met toevoe-
ging (200 ~g/kg), na aftrek van het gehalte in het blanco controlemon-
ster, 200 + 40 ug/kg bedraagt. 
Indien niet aan bovenstaande criteria wordt voldaan dient de gehe l e 
monste rserie opnieuw in bewerking genomen te worden! 
8.3 Checklist 
Vul de r esultaten verkregen met de s tandaarden en (controle )monsters 
in op de checklis t (zie bijlage I). 
9 REGISTRATIE 
9.1 Indien aan de bij 8 . 2 vermelde criteria wordt voldaan wordt aan de 
hand van de checklis t he t gehalte aan androstenon (op vet basis ; ~g/kg ) 
ingevuld op het bij het monster behorende formulier (zie bijlage II). 
9.2 Ter registratie van het voortschrijdende gedrag van de positieve 
controlemonste r s dient de kwaliteitscontrolestaa t (zie bijlage lil) te 
worden ingevul d. 
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BIJLAGE I bij RSV nr A530 
CHECKLIST pagina nr. 
---
analysedat urn: analist: 
------
-----------
Standaarden Quotient van 
piekopp.androstenon en 
piekopp.androstanon 
(zie 8.!.3) 
50 llg/kg 
100 llg/kg 
200 llg/kg 
300 llg/kg 
400 llg/kg 
500 llg/kg 
Batchnummer blancomonster 
IJklijn: 
Helling (a); zie 8.1.5 : 
Y-as afsnede (b); zie 8.1 . 5 : 
monster 
RI KILT 
No. 
quotient van 
piekopp.androstenon 
en 
piekopp.androstanon 
contralel (blanco) 
controlell (200ug/kg) I 
controlelil (2001-lg/kg)l 
Herhaalbaarheid 
---
---
gehalte 
androstenon 
in vet 
(l-Ig/kg) 
I 
vet-
gehalte 
(%) 
gehalte 
androstenon 
in produkt 
(l-Ig/kg) 
--------------------------------------------------------------------
I 1 
--------------------------------------------------------------------
1 
I 
--------------------------------------------------------------------
1 
I I I I I 
--------------------------------------------------------------------
________ i ______________________ ! _____________ ! _______ ! ____________ -1 
lijst: A0530/l 
datum: 20/09/88 
Analyse-
datum 
A530 
Analist 
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Bijlage lil bij RSV nr A530. 
Kwaliteitscontrolestaat 
Batch no. 
controle-
monster 
Gemiddeld 
gehalte 
androstenon 
in vet(~g/kg) 
Standaard 
deviatie 
(~g/kg) 
lijst 
datum: 
A0530/2 
20/09/88 
BIJLAGE II 
drs R. SchiltjW.Haasnoot 
Rijksdienst voor de Keuring 
van Vee en Vlees 
t.a.v. de directie 
Postbus 30724 
2500 GS 's-GRAVENHAGE 
3302 1988-09-26 
Onderzoek androstenon. Pr.nr. 202.7015 
Hierbij ontvangt u de resultaten van het onderzoek naar het andreste-
nengehalte in 146 monsters varkensspek (verdeeld over 5 series) die in 
de periode 15-08-1988 tot en met 25-08-1988 door het RIKILT zijn ont-
vangen. De monsters zijn onderzocht met een GCMS;methode (nr. A530). 
In de 146 onderzochte monsters werd geen androstenon aangetoond (ge-
halte kleiner dan 0,05 ug/g vet). 
Om reden van het ontbreken van ondubbelzinnige gegevens over de hoeda-
nigheid en identiteit van het onderzochte monstermateriaal worden de 
verschillende series apart besproken en worden alle ons bekende gege-
vens vermeld. 
1. Op 15-08-1988 werden via RVV kring 3, 28 monsters varkensspek ont-
vangen, RIKILT nummers 8/5/3815 t/m 8/5/3842, RVV plombenummer BF 2526, 
relaasdatum 05-08-1988. De monsters zijn afkomstig van dieren van NVC 
Almelo (EEG 4) en werden genomen bij de firma Feil, 7520 Bruchsal-
Heidelsheim op 04-08-1988 (8.15 uur) door Dr. Nikolaus Neisser, Staatl. 
Veterinäramt Karlsruhe. De uitslag van het onderzoek aan de universi-
teit Stuttgart-Hohenheim (Prof . Claus) is ons niet bekend. 
2. Op 18-08 - 1988 werd een serie van 55 monsters varkensspek ontvangen, 
RIKILT nummer 21310 t/m 21364. De monsters zijn afkomstig van dieren 
van NVC Almelo en werden op 08-08-1988 genomen door Dr. Neisser bij de 
firma Feil. De monsters genummerd 1 t/m 28 zijn afkomstig van varkens 
die op 05 -08-1988 zijn geslacht. Het betrof een partij van 295 varkens-
helften met een totaal nettogewicht van 22778 kg, welke op 06-08-1988 
(l.p.OO uur) in Heldelsheim is aangekomen. 
De monsters genummerd 30 t/m 57 zijn afkomstig van varkens die op 
04-08-1988 zijn geslacht . Het betrof een partij, van 280 varkenshelften 
met een totaal nettogewicht van 22627 kg welke op 05-08-1988 (22.30 
uur) in Heldelsheim is aangekomen. 
De monsters zijn onderzocht op de Universiteit Stuttgart-Hohenheim . De 
uitslag hiervan is ons niet bekend. 
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3. Op 18-08-1988 werden via NVG Almelo 27 monsters varkensspek ontvang-
en, RIKILT nummers 21371 t/m 21397. De monsters zijn afkomstig van die-
ren van NVC Almelo en werden op 10 -08-1988 genomen door Dr. Neisser bij 
de firma Feil. Het betrof een partij van 270 varkenshelften met een 
totaal nettogewicht van 20895,5 kg, welke op 09-08-1988 (24.00 uur) in 
Heidelsheim is aangekomen. 
Volgens een mondelinge mededeling van Dr. Neisser aan NVC zijn bij 
onderzoek op de Universiteit Stuttgart-Hohenheim 25 monsters positie f 
en 2 monsters negatief bevonden. 
4. Op 18-08-1988 werden 6 monsters varkensspek ontvangen, RIKILT num-
mers 21365 t/m 21370. De monsters zijn afkomstig van dieren van NVC 
Almelo en werden op 17 -08-1988 genomen door Dr. Neisser bij de firma 
Feil. De uitslag van het onderzoek door de Universiteit Stuttgart -
Hohenheim is ons niet bekend 
5. Op 24-08-1988 werden via RVV kring 6, 30 monsters varkensspek ont-
vangen, RIKILT nummers 21247 t/m 21276 . De monsters zijn afkomstig van 
dieren van Hendriks Druten (EEG 236) en op 23-08-1988 genomen door 
Dr . Wettke bij de firma Müller-Fleisch, Birkenfeld-Karlsruhe. 
De uitslag van het onderzoek door de Universiteit Stuttgart-Hohenheim 
is ons niet bekend. 
Aangezien er met betrekking tot de beschreven monsterseries nog een 
aantal vragen openstaan voor wat betreft de identiteit, is het voorals-
nog niet mogelijk te spreken over herkeuringsmonsters in stricte z in en 
is een directe vergelijking met de bevindingen van de Universiteit 
Stuttgart-Hohenheim helaas niet mogelijk. 
Met vriendelijke groeten , 
( ,-------
/ 
G.S. Roosje 
-~· 
- - -- -· 
cc. directie VD 
Ambassade Bonn, t.a.v. dhr ir G.J. Hegemans 
Sc/ Ha/ IH 
BIJLAGE III 
17.50.003 
RIJKS-KWALITEITSINSTITUUT VOOR 
LAND- EN TUINBOUWPAODUKTEN 
WAGENINGEN 
AAN : drs C.C .J . M. van der tieij s en drs W.F.G.L. Droppers (VD) 
drs H.J. Tankink en drs F.H. Pluimers (RVV) 
Kort verslag van een vergadering op het ministerie van Volksgezond-
heid te Bonn op 30 augustus 1988, met als onderwerp het opzetten van 
een ringtest voor de bepaling van androstenon in varkensvet. 
Aanwezig: 
dhr Chaumet (voorzitter), Ministerie van Volksgezondheid, Bonn 
dhr Kothmann, Ministerie van Volksgezondheid, Bonn 
dhr Hartig, Deelstaat Baden-Württenberg, Stuttgart 
dhr Weise, Bundes Gesundheidsambt (BGA) , Berlijn 
dhr Claus, Universiteit Stuttgart-Hohenheim 
dhr Lekeu, Landbouwattaché Belgische Ambassade, Bonn 
dhr Pottie, Instituut voor Hygiëne en Epidemiologie ( IHE), Brussel 
dhr Van Rappard, Landbouwattaché Nederlandse Ambassade, Bonn 
dhr Schilt, Rijks-Kwaliteitsinstituut voor land- en .tuinbouwprodukten 
(RIKILT), Wageningen 
Doel van deze bespreking was het opzetten en organiseren van een 
ringtest met het doel de Duitse, Nederlandse en Belgische methoden 
voor de bepaling van het androstenongehalte van varkensvet te verge -
lijken en het verkrijgen van gegevens over mogelijke vals-positieve 
of vals-negatieve resultaten en het vaststellen van het concentratie -
gebied waarbij bij eventuele herkeuringen moeilijkheden zijn te 
verwachten. De achterliggende reden is de in de afgelopen ontstane 
problematiek rond de door de Duitse keuring geconstateerde aanwezig-
heid van berevlees , de Nederlandse verzekering dat het in deze 
gevallen a lleen zeugen en borgen betrof en het niet kunnen bevestigen 
van het door Claus uitgevoerde analytisch onderzoek door het RIKILT. 
De organisatie is in handen van het, bij deze problematiek niet 
direct betrokken, BGA (dhr Weise). 
Afgesproken is dat twee monsterseries zullen worden onderzocht: 
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I. Varkensspekrnonsters, van ca . 20 beren, 20 zeugen en 20 borgen, 
van dieren met slachtgewichten van ca. 90 kg tot 110 kg, zodat een 
reële verdeling over de iets van elkaar verschillende Nederlandse en 
Duitse situatie wordt verkregen. Mogelijk zullen zowel Duitse als 
Nederlandse dieren worden bemonsterd. Nederland zal hiertoe met het 
BGA samenwerken. Overeenkomstig de praktijk zullen rugspek monsters 
worden genomen. Een homogenisering is op grond van de ervaringen 
m.b.t . de homogene verdeling van het androstenon over het totale vet 
niet noodzakelijk. 
II . Varkensvetmonsters met androstenon toevoegingen. M.b.v deze 
monsters kunnen de nauwkeurigheden van de methoden worden vergeleken. 
Zowel bij de monstername, de verdeling en de codering van I . als de 
bereiding, verdeling en codering van 11. zullen vertegenwoordigers 
van Nederland en Belgie, die niet direct betrokken zijn bij de 
onderzoeksinstituten, aanwezig zijn. 
De resultaten zullen worden gerapporteerd aan het BGA, waarna een 
bespreking van de resultaten zal worden gehouden. 
1988-09-02 
R. Schilt en D. P . D. van Rappard. 
cc Ambassade Bonn t.a.v. dhrn van Rappard en Hegemans 
RIKILT dhrn Roosje, Huf, Den Hartog 
bonn 
BIJLAGE IV 
!7 50.003 
RIJKS·KWALITEITSINSTITUUT VOOR 
LAND· EN TUINBOUWPRODUKTEN 
WAGENINGEN 
Aan: directie VKA 
directie VD 
directie RVV 
Verslag van bezoek aan Duitsl&nd inzake androstenon en clenbuterol 
Bezoek aan Universiteit Stuttgart-Hohenheim (Huf) 
Het overleg had tot doel de soms optredende verschillen in bevindingen 
rond androstenon tussen prof. Claus en het RIKILT nader te onderzoe-
ken. Door de afdeling BFA zijn fracties op silicagel gemaakt van 
vetextracten afkomstig van herkeuringsmonsters. Deze fracties zullen 
door Claus worden getest op kruisreactiviteit. Binnen het RIKILT is in 
een aantal van de fracties een onbekende component ontdekt. Volgens 
Claus zou dit waarschijnlijk geen hormoon zijn op grond van het zeer 
hoge gehalte. Bij dunnelaagchromatografie heeft deze component een 
soortgelijk gedrag als de steroïdhormonen. Nader MS onderzoek zal door 
het RIKILT worden uitgevoerd ter identificatie. 
Hiernaast is de recovery van de RIKILT methode getest met door prof . 
Claus ter beschikking gesteld getritieerd androstenon . Eveneens worden 
de opwerkingsmethoden vergeleken door BFA. Prof. Claus blijft hierbij 
bereidwillig tot een coöperatieve samenwerking . 
Bezoek aan Boehrineer-Ingelheim (Schilt) 
Tijdens een bespreking tussen RIVM (Stephany, Van Ginkel, Schothorst), 
RIKILT (Schilt) en Boehringer-Ingelheim (Schippers, Förster, Janott , 
Quirckel en een naaste medewerker) is ingegaan op de wijze waarop 
Boehringer-Ingelheim en de Nederlandse overheid kunnen samenwerken bij 
het opzetten van één of meer controlemethoden voor clenbuterol in vee-
voeder, urine, vlees en lever . 
Van de zijde van Boehringer-Ingelheim bestaat de uitdrukkelijke wens 
haar methoden, onder andere opgenomen in registratiedossiers, vertrou-
welijk te behandelen en speciale chemicaliën niet aan derden ter be-
schikking te stellen en verlangt de ondertekening van een "secrecy 
act". 
De laboratoria hebben voor het uitvoeren van de analyse een aantal 
door Boehringer-Ingelheim gemaakte chemicaliën nodig. Deze zullen ter 
beschikking worden gesteld. 
Met dr Förster is open en uitvoerig gediscussieerd over de methode 
voor spier en lever, gevolgd door een rondleiding door het GCMS l abo-
ratorium. 
Wat betreft cimaterol , een speciaal voor de mesterij ontwikkelde 
bèta-agonist, wil Boehringer-Ingelheim geen mededelingen doen of stan-
daarden ter beschikking stellen. 
Boehringer-Ingelheim (dr Kelling) heeft prof . Groeber, Chemisehes Lan-
desuntersuchungsamt NRW, Münster, dat momenteel op clenbuterol contro-
leert, toestemming gegeven in alle openheid gegevens met het RIKILT 
uit te wisselen. 
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Bezoek aan Chemisebes Landesuntersuchungsamt Nordheim -Westfalen. 
Münster (Huf. Schilt) 
Met de directeur prof. dr W. Groeber is gesproken over de algemene 
residuproblematiek. Met dr Fürst is gesproken over de GCMS methoden 
voor clenbuterol (voor diervoeders, urine - , vlees- en levermonsters). 
Bij dit onderzoek wordt hoogwaardige GCMS apparatuur ingezet, welke 
afwijkt van de RIKILT systemen . Voor bet onderzoek van preparaten en 
urinemonsters wordt ook van HPLC met UV-diode array detectie (dr Hoff -
mann) toegepast, waarbij gebruik wordt gemaakt van een recent op de 
markt gebrachte Waters M 990 plus diodearraydetector, die door zijn 
gevoeligheid (< 5 ppb) een betrouwbare analyse mogelijk maakt. Op hun 
beurt bestond er veel belangstelling voor de BFA HPLC UV/electrochemi-
sche detectie screeningsmethode voor diervoeders en urine. In de tot 
nu toe onderzochte voermonsters is geen clenbuterol aangetoond . Ook 
hier is men van mening dat clenbuterol vlak voor de voedering of via 
het drinkwater wordt toegevoegd . De gevoeligheid van de GCMS-metbode 
voor urine, vlees en lever maken de beweringen van Chaumet waar. 
Ook is gesproken over referentiematerialen en collegiale toetsing. 
Voor beiden bestaat bij prof. Groeber veel interesse. Het laboratorium 
is goed geoutilleerd, de onderzoekers deskundig. Het onderzoek wordt 
volgens GLP uitgevoerd (ca. 40% van de monsters t.b.v. de quality 
assurance). In Arnsberg en Hannover zijn soortgelijke instituten; niet 
bekend was boe de stand van zaken daar is. 
1988-09-13 
dr F.A. Huf en 
drs R. Schilt 
verslag Hu/ Sc/IH 
